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RESUMO

O controle da leishmaniose depende da disponibilidade de métodos acurados
e sensiveis para deteccdo das espécies de Leishmania. No presente estudo,
duas abordagens moleculares foram avaliadas para o diagnéstico de
leishmaniose tegumentar americana (LTA) em pacientes provenientes de
zonas endémicas de Pernambuco. Uma delas era género especifica, enquanto
que a outra era especifica para o subgénero Viannia. Os limiares de deteccao
de DNA foram determinados e a sensibilidade e especificidade calculadas,
sendo subsequentemente comparadas com outros testes diagnésticos mais
convencionais. O limiar de deteccdo de DNA da PCR especifica para o
subgénero Viannia foi de 10 fg de DNA total, enquanto que o limiar de
deteccdo para a PCR género especifica foi de 1 pg de DNA total. Para a
definicio de caso de LTA adotou-se a presenca de critérios clinico-
epidemioldgicos, associados a positividade em pelo menos um dos seguintes
testes: pesquisa direta, exame histopatoldgico e isolamento por cultura. Dessa
forma dos 98 pacientes inicialmente diagnosticados com base puramente
clinico-epidemioldgica, 87 foram considerados casos de LTA, e utilizados para
o célculo da sensibilidade. Trinta e um pacientes com lesdes cutaneas de
outras etiologias foram incluidos como controles para o céalculo da
especificidade. A PCR género especifica foi positiva em 60/67 das bidpsias de
LTA, resultando em uma sensibilidade de 89,6%, enquanto que a PCR
especifica para o subgénero Viannia foi positiva em bidpsias de 82/87 casos
de LTA, resultando em uma sensibilidade de 94,3%. Contudo, essas
diferencas ndo foram significantes. Esse dado associado a outros, sugere que
apenas o subgénero Viannia tem participacdo como agente etioldégico de LTA
em Pernambuco. Ambas as PCRs demonstraram 100 % de especificidade. O
diagnéstico através da pesquisa direta apresentou um percentual de
positividade dentre os casos de LTA de 68,2%, o exame histopatolégico
89,9%, o isolamento atraves de cultura 44,0% e a imunofluorescéncia indireta
81,3%. Visando a utilizacdo em regides endémicas com poucos recursos
foram realizados alguns experimentos preliminares bem sucedidos com

PCR/hibridizacdo com sondas n&o radioativas. Em conclusédo, as abordagens



moleculares avaliadas mostraram alta sensibilidade e especificidade,
permitindo uma delas o diagndéstico ao nivel do subgénero Viannia. A
simplificacdo dos procedimentos de coleta e processamento das amostras, e a
preparacdo dos reagentes em laboratérios de referéncia podem transformar a
PCR em uma tecnologia de custo aceitavel para regides subdesenvolvidas,

fornecendo informacdes epidemioldgicas relacionadas a identificacdo do

parasita relevantes para o planejamento das medidas de controle.



ABSTRACT

The control of leishmaniasis depends on the availability of acurate and
sensitive methods for the detection of Leishmania species. In the present study,
two molecular approaches were evaluated for diagnosing American cutaneous
leishmaniasis (ACL) in patients from endemic areas of Pernambuco State. One
of the approaches is genus specific whereas the other is specific for the Viannia
subgenus. The DNA detection limits were determined and the sensitivity and
specificity calculated, for comparison with conventional diagnostic tests. The
DNA detection limit of the PCR specific for the Viannia subgenus was 10 fg of
total DNA, whereas this was 1 pg for the genus specific PCR. Diagnosis of ACL
was performed on the basis of clinical-epidemiological criteria associated to
positive reaction in at least one of the following tests: direct microscopy
examination, histopathological examination and culture. Based upon these
criteria, from the 98 patients initially diagnosed as ACL exclusivelly on clinical-
epidemiological basis, 87 were considered ACL cases, and used for the
sensitiviy calculation. Thirty one patients with cutaneous lesion caused by other
agents were included as controls for the calculation of specificity. The genus
specific PCR was positive in 60/67 biopsies from LTA, resulting in a sensitivity
of 89.6%, whereas the PCR specific for the Viannia subgenus was positive in
82/87 cases of LTA, resulting in a sensitivity of 94.3%. However, these
differences were not significant. Taken together with other observations, these
results suggest that the Viannia subgenus is the only causative agent of ACL in
Pernambuco State. Both PCRs showed 100% specificity. The diagnosis by
direct observation of the parasite, histopathological examination, culture and
indirect immunofluorescence was positive in 68.2%, 89.9%, 44.0% and 81.3%
of the LTA cases, respectively. Since working with non radioactive material is
clearly more convenient in endemic underdeveloped regions, a few preliminary
experiments were carried out with PCR/hibridization with cold probes. In
conclusion, the evaluated molecular methods showed high sensitivity and
specificity, one of them being able to detect the subgenus Viannia. The
simplification of sample collection and processing, and in-house preparation of
reagents can transform the PCR into a low-cost technology appropriate for use

in situations of limited resources, providing epidemiological information



concerning the parasite identification that are relevant for the planning of

control strategies.
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Rodrigues, E.H.G. Introducéo

1. INTRODUCAO

1.1. Leishmaniose tegumentar americana: visdo geral e diagndstico.

As leishmanioses sdo enfermidades causadas por varias espécies de
protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, do género
Leishmania (Marzochi, 1992). Esses protozoarios se apresentam com duas
formas principais: uma flagelada ou promastigota, encontrada no tubo digestivo
do inseto vetor e em alguns meios de cultura artificiais, e outra aflagelada ou
amastigota, como é vista nos tecidos dos hospedeiros (ser humano e outros
animais) (Ministério da Saude, 1993). Nas Américas, as leishmanioses sdo
transmitidas entre os animais e 0 homem pela picada das fémeas de diversas
espécies de flebotomos (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) dos géneros
Lutzomyia e Psychodopigus.

As leishmanioses compreendem um espectro de doencas distribuidas
mundialmente em regides tropicais e subtropicais, cuja gravidade varia desde
lesbes cutaneas que tendem para autocura até graves lesbes mucocutaneas
mutilantes ou infecgbes viscerais. Com uma prevaléncia de 12 milhdes de
pessoas e uma incidéncia anual de 1 a 1,5 milhées de casos de leishmaniose
cutanea e 500.000 casos de leishmaniose visceral, as leishmanioses afetam 88
paises colocando 350 milhdes de pessoas sob risco de adquirir a doenca. Cerca
de 90% dos casos de leishmaniose visceral ocorrem em Bangladesh, india, Nepal

e Sudao, enquanto que 90% dos casos de leishmaniose cutadnea ocorrem no
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Afeganistao, Brasil, Ird, Peru, Arabia Saudita e Siria (WHO, 2000). No Brasil, a
leishmaniose tegumentar americana (LTA), causada predominantemente por
Leishmania braziliensis estd amplamente distribuida desde o Sul da regido
amazonica até o Sudeste brasileiro (Arias et al., 1996; WHO, 2000). Essa espécie
€ 0 mais importante agente etiolégico de LTA no Nordeste do Brasil. Estudos em
areas endémicas de Pernambuco, através de inquéritos epidemiologicos de
infeccbes e manifestacdes clinicas confirmaram um elevado risco de infeccao, e
um aumento de aproximadamente 10 vezes na transmissao durante os ultimos 10
anos (Brandao-Filho et al., 1994). Apenas entre 1996 e 1998, foram registrados
2060 casos de leishmaniose tegumentar em Pernambuco (MS/FNS-CENEPI,
1997). A LTA incide em todas as regides do Estado de Pernambuco, com focos
epidémicos em micro regides do Agreste, na Zona da Mata, em municipios
situados em regides de Serras e Vales (Brito, 1998).

O diagnéstico da leishmaniose pode ser feito a partir de um conjunto de
abordagens (Kar, 1995): (a) manifestacBes clinicas compativeis associadas a
procedéncia de uma area endémica; (b) resposta a terapéutica especifica; (c)
exame microscopico de esfregacos da lesdo; (d) deteccdo do parasita em
material de biopsia, através de observacéo histologica de formas amastigotas ou
através de cultura de amostras clinicas para a detec¢cdo de promastigotas; e)
imunodiagndstico (deteccdo de anticorpos especificos, deteccdo de antigenos
parasitarios e deteccdo de imunidade mediada por células). A esses critérios,
apenas recentemente tém-se incorporado os métodos diagndsticos moleculares,
tais como aqueles baseados na deteccdo do DNA do parasita, particularmente

DNA de cinetoplasto (Singh et al., 1999; Rodriguez et al., 2000; Pirmez et al.,
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1999; de Bruijn & Barker, 1992; Degrave et al., 1994.). As abordagens
moleculares visando o diagndstico de leishmaniose tegumentar americana serao
comentadas em outra secéo.

A LTA pode apresentar manifestagdes clinicas variadas (Barral & Pedral-

Sampaio, 1991). A leishmaniose cutanea (LC) consiste em lesdes ulceradas

gue podem apresentar-se de trés formas: localizada, caracterizada pela leséo
Unica; disseminada, contendo numerosas lesées em varias regides do corpo e a
forma difusa, que € nodular. As lesdes ulceradas cutaneas, manifestam-se com
quinze dias ou varios anos, apés a picada do flebétomo infectado. Estas Ulceras
variam de tamanho podendo medir 0,25 cm a 3,0 cm de diametro. Classicamente
a lesdo tem bordos elevados, em moldura, fundo granulomatoso, com ou sem
exsudacao. Na forma difusa as lesdes sdo papulosas ou nodulares, distribuem-se
amplamente na superficie corporal, sdo deformantes e muito graves.

A leishmaniose mucocutanea _ (LMC) compreende as formas infiltrativas

iniciais, ulcerosas, vegetantes e Ulcero-vegetantes. Acomete a regido
nasofaringea, laringe e cavidade oral. E de natureza metastatica podendo ou n&o
acompanhar os quadros cutaneos ou apresentar-se até 24 anos apds a leséo
inicial. O diagnostico diferencial inclui outras doencas cronicas de lesdes
ulceradas ou ndo ulceradas tais como as Ulceras traumaticas, as Ulceras de
estase, a Ulcera tropical, Ulceras de membros inferiores por anemia falciforme,
piodermites, paracoccidioidomicose, esporotricose, lipus vulgaris, sarcoidose,
cromomicose cuténeas, sifilis, tuberculose cutanea, blastomicose, donovanose e
epitelieomas. A hanseniase virchowiana devera ser excluida, principalmente no

diagnéstico diferencial da leishmaniose cutanea difusa. Nas lesées mucosas, 0
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diagndstico diferencial deve ser feito com a paracoccidioidomicose, rinoscleroma,
bouba, sifilis terciéria, granuloma médio facial e neoplasias.

Como visto antes, os sinais e sintomas das diferentes formas de
leishmaniose ndo séo caracteristicos e frequentemente sdo semelhantes aos de
outras doencas. Embora somente os testes parasitologicos fornecam o
diagnéstico de certeza, muitas vezes a escassez de parasitas na leishmaniose
tegumentar torna dificil a deteccdo dos mesmos. Nessas circunstancias, o
diagndstico € dado com base no conjunto de dados disponiveis sobre o caso.

Classicamente a deteccdo do parasita é feita pela observagcdo direta
através de preparados citolégicos corados pelo Giemsa, que € um procedimento
sensivel e rapido podendo diagnosticar mais de 50% dos doentes com lesdes
recentes. Na leishmaniose tegumentar a demonstracado das formas amastigotas
pode ser feita por técnicas imunocitoquimicas em tecidos de lesdo, em “imprints”
do tecido ou aspirado de lesdo colocado sobre papel de nitrocelulose. O exame
histopatolégico é utilizado como técnica diagnéstica para o estudo de processo
ulcerativo desconhecido. A menos que se observe as formas amastigotas, 0s
aspectos histopatoldgicos sédo frequentemente semelhantes aos de outras
enfermidades dermatoldgicas inflamatorias ou granulomatosas. Dado que a
sensibilidade do exame histopatoldgico € baixa devido a escassez de parasitas
ou distorcdo dos amastigotas ao fixar o tecido, o exame histopatologico da
bidpsia de pele € muito mais util para o diagnostico diferencial, ja que estabelece
outras etiologias (Weigle et al., 1987).

Um dos métodos diagnosticos mais especificos para leishmaniose

tegumentar americana consiste no isolamento do parasita em cultura a partir de
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material obtido por puncao aspirativa ou bidpsia das les6es de doentes. Um outro
método diagndstico consiste em inocular animais susceptiveis, sendo o hamster o
mais usado para o cultivo in vivo de aspirado ou homogenato de tecidos
infectados. Além de ser falho, a cultura de bidpsias requer pessoal e estrutura
laboratorial especializados, ndo sendo adequada para rastreamentos
epidemioldgicos em grande escala. Existe muita discrepancia quanto ao éxito
deste procedimento e a positividade das culturas pode variar entre 13 a 90%
(Cuba, Mardsen & Barreto, 1981; Weigle et al., 1987; Navin, Arana & de MERIDA,
1990). Entre os possiveis fatores que determinam esta variabilidade podem estar
as diferencas nas técnicas utilizadas para obter as amostras, diferencas entre as
populacdes de doentes e diferencas entre as espécies de leishmanias que se
encontram em varias localizacdes geogréficas.

A intradermorreacdo de Montenegro (IRM) € um dos testes mais utilizados
no imunodiagnaostico, devido a sua sensibilidade e especificidade, apresentando-
se positiva na grande maioria dos casos de LTA. Contudo, pode ser negativa nos
casos em que as lesdes sdo recentes (seis semanas ou menos) assim como nos
casos de leishmaniose cutanea difusa (Marzochi et al., 1980; Shaw & Lainson,
1975 ). Entretanto em areas de alta endemicidade é muito freqiente encontrar
reatividade a esta prova na populagdo, de tal forma, que esta ndo € util no
diagnéstico de lesdo ativa. Apesar do teste cutaneo nédo distinguir infeccdes
passadas das atuais, pode ser util quando os parasitas sédo escassos nas lesdes
e no diagnostico de visitantes em areas endémicas (Kar, 1995).

As reacdes soroldgicas de imunofluorescéncia indireta (IFI) e o teste

imunoenzimatico “enzyme linked imunosorbent assay” (ELISA) sdo de utilidade
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no diagndstico de forma clinica de lesbes extensas, multiplas e nas lesdes
mucosas secundarias e primarias (Mendonca et al., 1988). No entanto,
apresentam reacdes cruzadas com leishmaniose visceral e doenca de Chagas
(causadas por organismos proximos filogeneticamente). Quando promastigotas
sdo utilizados como antigenos em IFl, reatividade cruzada entre espécies
relacionadas (como Trypanosoma cruzi) e nao relacionadas (Mycobacterium
tuberculosis) pode ser observada (Camargo & Robonato, 1969; Matossian,
Kurban & Malwk, 1975; Anthony, Christenson & Johnson, 1980).

A IFl ndo é facilmente adaptavel a estudos soroepidemioldgicos de grande
escala devido as limitagcdes de disponibilidade de parasitas e microscopios de
fluorescéncia. A IFl geralmente ndo tem sido muito eficiente no diagnostico de
leishmaniose cutanea, devido aos baixos niveis de anticorpos circulantes
(Bryceson, 1970). No entanto, os niveis de anticorpos detectaveis por IFlI sao
mais elevados nos casos de leishmaniose cutanea com multiplas lesées (Menzel
& Bienzel, 1978) sendo muito baixos nos casos de leishmaniose cuténea
localizada (Shaw & Lainson, 1975). O teste de ELISA tem uma sensibilidade que
se equipara a IFl, mas é mais conveniente para estudos epidemiologicos
(Hommel et al., 1978). Recentemente, foi proposto um teste diagnostico através
de Western blot, em que alguns antigenos se destacaram como potencialmente
relevantes para o diagnéstico de LTA (Brito et al., 2000). As provas imunoldgicas
com base na deteccdo de anticorpos anti-Leishmania sdo métodos indiretos que
indicam o contato com o parasita, mas nao indicam necessariamente a doenca

ativa. Nas formas severas a presenca de lesfes ativas caracteristicas e o0s titulos
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elevados de anticorpos contra Leishmania se consideram diagndsticos na falta de

outros meios para demonstrar a presenca do parasita (Kar, 1995).

1.2. Diagnéstico e epidemiologia molecular de doen¢g  as infecciosas.

A tentativa de definir a epidemiologia molecular muitas vezes tem resultado
em controvérsia e polémica, particularmente no meio médico, preocupado com
excessivas subespecializagbes e com os limites da epidemiologia molecular
(Ambrosene & Kadlubar, 1997). Contudo, essas discussfes semanticas podem
obscurecer o valor da epidemiologia molecular no entendimento das causas das
doencas (Thompson, Constantine & Morgan, 1998). Uma maneira simples de
entender a epidemiologia molecular consiste em defini-la em funcdo das
ferramentas que sdo disponibilizadas (laboratoriais e analiticas) de relevancia
preditiva ou diagndstica, para que se possa utilizar com o intuito de melhor definir
a etiologia de uma determinada doenca.

Dessa forma, a epidemiologia pode utilizar técnicas moleculares para
definir a doenca e seus estagios pré-clinicos, para definir a exposicdo a agentes
danosos e seus efeitos bioldgicos, e para identificar a presenca de genes de
susceptibilidade (Shpilberg & Et, 1998). No caso das doencas infecciosas, a
epidemiologia molecular atua no intuito de: a) esclarecer as causas da doenca,
que incluem a identificagdo do agente infeccioso e os fatores de risco
relacionados ao hospedeiro e ao ambiente envolvidos na transmisséao, infeccéo e

doenca; b) elucidar as interacOes e inter-relacionamentos entre 0s organismos
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infecciosos ao nivel populacional (heterogeneidade), tanto dentro como fora do
hospedeiro; e c) estudar como essas informagbes podem ser aplicadas ao
controle das doencas (Thompson, Constantine & Morgan, 1998).

Em seu nivel mais basico, técnicas moleculares podem ser desenvolvidas
para detectar a presenca de uma espécie de agente infeccioso. O
desenvolvimento de testes (marcadores) diagnosticos € essencial em qualquer

estudo epidemiolédgico. As vantagens e desvantagens dos ensaios moleculares

serdo comentadas mais adiante.

1.3. Validacdo de marcadores diagndsticos.

O processo de avaliacdo do desempenho de um teste diagnostico depende
diretamente de critérios diagnésticos previamente estabelecidos, ou seja do
conhecimento prévio da presenca ou auséncia da doenca. Esta indicacdo da
“verdade” é denominada de “padrao-ouro”. Algumas vezes o teste é validado a
partir da descricdo nosologica e “somente depois de definir clinicamente o que se
quer encontrar sera possivel reconhecer individuos portadores da condicéo
clinica procurada” (Almeida Filho & Rouquayrol, 1992). Sendo assim, uma
definicAo diagnéstica clinica pode ser utilizada como “padrdo-ouro” para
comparacao de resultados de testes (Almeida Filho & Rouquayrol, 1992).

No presente, grande parte da pesquisa epidemioldgica tem se ocupado da
validagdo de testes utilizando marcadores biolégicos, fase que necessariamente
precede a sua utilizacdo no diagndstico etiolégico, avaliagdo de riscos, prevencao

e controle de doencas.
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A validade de um marcador se refere ao grau com que ele indica a
presenca do evento de interesse. Para validar a utlizagdo de um medida
biolégica, como um marcador, € necessario entender o relacionamento entre o
marcador e o evento ou condigdo de interesse. Os marcadores biologicos podem
ser validados no que se refere a eventos como doencga, exposicdo a agentes
danosos ou susceptibilidade a doencas (Schulte & Perera, 1993).

Geralmente a validacdo de marcadores biologicos, e mais particularmente
marcadores diagndsticos de infeccdo, é realizada em amostragens relativamente
pequenas em que 0s grupos em estudo séao categorizados com relagao ao evento
de interesse. Dessa forma, as caracteristicas do marcador sdo determinadas,
permitindo a sua utilizacdo em estudos de grandes populacdes. Focalizando mais
especificamente as doencgas infecciosas, para que um marcador diagndstico seja
considerado valido, ele deve indicar a presenca do agente infeccioso e se
correlacionar com outras caracteristicas relevantes da doenca infecciosa.

Uma das propriedades fundamentais dos testes diagndsticos € a sua
validade que pode ser mensurada mediante o calculo de sua sensibilidade,
especificidade e valor preditivo (Feinstein, 1977). A validade de um teste
diagnéstico é medida pela sua habilidade em categorizar corretamente as
pessoas realmente doentes como positivas e as sadias como negativas para o
teste (Hennekens & Buring, 1987). Assim, a sensibilidade de um teste

diagnéstico € definida pela capacidade de determinada abordagem detectar

individuos verdadeiramente doentes, enquanto que, a especificidade, é a

capacidade do teste ser negativo, em individuos nao doentes.
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Outros indicadores sdo também importantes e abordam aspectos
diferentes da validade de um teste diagndstico. Estes sdo o valor preditivo
positivo e valor preditivo negativo que expressam a probabilidade da doenca estar
presente ou ausente dado o resultado positivo ou negativo do teste. O valor

preditivo positivo (VPP) de um teste € a probabilidade de um individuo que

apresente o teste positivo, seja realmente doente. O_valor preditivo negativo

(VPN) é a probabilidade do individuo nédo ter a doenca quando o resultado do
teste for negativo. Os valores preditivos sofrem influéncia de prevaléncia do
evento/doenca.

Nas condicbes de um ensaio para avaliacdo de um teste, dificiimente a
proporcdo de casos entre 0s participantes da pesquisa coincide com a
prevaléncia da condicdo/doenca na populacdo. A solucdo para este fato €
calcular os valores preditivos corrigidos para cada prevaléncia possivel, o que
permite construir a “curva de desempenho do teste” (Almeida Filho & Rouquayrol,
1992). Assim, conhece-se a probabilidade de que cada resultado, positivo ou
negativo, represente um individuo verdadeiramente com ou sem a doenca,
respectivamente.

Os ensaios para validacdo de testes diagnosticos sédo portanto etapas
importantes para consolidagdo de procedimentos de saude publica, na medida
em que somente a partir dai é possivel aplicar técnicas diagndsticas adequadas
para estudos populacionais visando o “rastreamento” de individuos portadores de

doencas em sua fase pré-clinica e outros propdsitos diagnosticos.

10
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1.4. Diagnostico de infeccdes parasitarias com base na deteccdo de &cido

nucléico.

Sequéncias especificas de DNA de agentes infecciosos, e mais
particularmente parasitas, podem ser detectadas por duas categorias de
abordagens: hibridizacdo com sondas moleculares e PCR (polymerase chain
reaction), que se encontram delineadas em seus aspectos conceituais e técnicos

a sequir.

1.4.1. Hibridizagdo com sondas moleculares.

Sondas de acido nucléico consistem em segmentos de DNA ou RNA que
foram marcados com enzimas, substratos antigénicos, substratos
quimioluminescentes ou radioisotopos, e que podem se ligar com alta
especificidade a sequéncias complementares de acido nucléico. As moléculas
marcadoras da sonda permitem que a hibridizacdo seja visualizada. As sondas
moleculares podem ser dirigidas ao DNA ou ao RNA, e podem conter desde 20 a
milhares de bases nucleotidicas. A hibridizacdo deve ser realizada em condi¢gbes
tais (composicao da solugao de hibridizacdo, temperatura, etc.) que assegurem
gue a sonda hibridize pareando especificamente com a sequéncia de acido
nucléico alvo, complementar. Essas condi¢ces definem a estringéncia ou grau de
especificidade de ligagdo da sonda molecular. O formato mais comum de

7

hibridizacdo € aquele em que o acido nucléico alvo encontra-se sobre uma

11
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superficie soélida, como membranas, ou mesmo laminas microscépicas

(hibridizagéo in situ).

1.4.2. PCR (polymerase chain reaction).

Esse método permite a amplificacdo (replicacdo in vitro) de segmentos
especificos de DNA a partir de oligonucleotideos (primers) anelados
especificamente nas margens da regido alvo. A reacdo é dependente de DNA
polimerase termoestavel e se realiza ao longo de varios ciclos, cada ciclo

consistindo tipicamente de :

a) desnaturacdo a 94°C, etapa em que o DNA alvo é desnaturado, permitindo
que as fitas de DNA se tornem acessiveis para o anelamento (hibridizacéo);

b) anelamento a 55°C, ocasido em que a mistura de reacdo é esfriada para
permitir o anelamento dos primers as sequéncias alvos complementares;

c) extensdo a 72°C, etapa em que a DNA polimerase termoestavel exerce sua
atividade de sintese de DNA.
A PCR possibilita a amplificacdo de milhdes de cépias da sequéncia alvo,

permitindo que a mesma seja detectada diretamente através de eletroforese. As

caracteristicas inerentes a PCR fazem com que o método seja extremamente

sensivel e especifico. Nesse sentido, em geral, € mais sensivel que os métodos

diagndsticos baseados na hibridizacdo com sondas moleculares.

12
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Para informag¢des mais detalhadas sobre o uso da hibridizagcdo com sondas
moleculares e PCR, como ferramentas para o diagnostico de doencgas infecciosas
consultar Persing et al., (1993) e Singh (1997).

Em geral, o diagnostico de infecgdo parasitaria tem como base as
manifestacdes clinicas, os antecedentes epidemiolégicos e diversos métodos
laboratoriais, em que 0s exames microscopicos se destacam. As principais
vantagens das técnicas baseadas em deteccdo de DNA séo a sensibilidade com
que podem detectar patdégenos e a rapidez com que a identificacdo do parasita
pode ser feita. No caso de parasitas cuja identificacdo e implementacdo de
terapia requerem cultura do organismo ou inoculacdo em animais, claramente o
diagnostico através de sondas moleculares ou PCR seria vantajoso. Por outro
lado, quando a microscopia direta é suficiente para a identificagdo morfoldgica, e
a quantidade de parasitas suficientemente alta, entdo as abordagens baseadas
em deteccdo de DNA nado apresentam vantagens, a ndo ser pela possibilidade de
automacado e processamento de um grande namero de amostras (Weiss, 1995).
Contudo, quando a quantidade de parasitas é pequena, os métodos moleculares,
mais sensiveis, sao preferiveis. Com relacdo ao diagnostico baseado na deteccao
de anticorpos especificos, eles podem ser (teis como instrumento para
“screening”, apesar de comumente haver dificuldades com reagfes cruzadas que
comprometem a especificidade. Além disso, usualmente a sorologia ndo permite
a discriminacao entre infeccéo presente ou passada. Ja os testes de deteccao de
DNA podem distinguir organismos morfologicamente ou antigenicamente
similares, além do que os parasitas ndo precisam ser viaveis ou cultivaveis. Uma

caracteristica intrinseca aos métodos de deteccdo de DNA é que 0s mesmos

13
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podem ndo detectar parasitas de uma mesma espécie contendo sequéncias

nucleotidicas variantes (Weiss, 1995).

1.5. O DNA do cinetoplasto (kDNA) como alvo para o diagndstico molecular

de Leishmania.

Os tripanosomatideos apresentam um DNA mitocondrial, conhecido como
DNA do cinetoplasto (KDNA), situado numa porcdo especializada destes
organismos unicelulares, na base do flagelo (Borst & Hoeijmakers, 1979). A
estrutura basica e funcdo do kDNA sao essencialmente as mesmas para toda a
ordem Kinetoplastida. O kDNA compreende uma estrutura Unica na natureza,
representado por uma rede ou cadeia de DNA com milhares de circulos que
estdo topologicamente entrelacados. Estes circulos sao de dois tipos: 0s
minicirculos e os maxicirculos. Existem milhares de pequenos circulos e poucas
ddzias de maxicirculos. Ainda ndo esta claro porque os tripanosomatideos sdo os
anicos eucariotos que possuem uma organizagdo mitocondrial desse tipo.
Contudo, sabe-se que os produtos de genes dos maxicirculos sdo os RNAs
mitocondriais, um conjunto de tRNAs e subunidades dos complexos enzimatico
da membrana interna mitocondrial (Schatz & Mason, 1974). De qualquer maneira,
a expressao de proteinas a partir de genes do maxicirculo é uma tarefa altamente
complexa. Suas transcricbes sofrem edicdo do RNA, um processo em que
residuos de uridina sdo adicionados ou deletados de posi¢fes precisas durante a
transcricdo para criar a sequéncia de leitura apropriada (Benne et al., 1986). Por

outro lado, a funcdo genética dos minicirculos parece estar relacionada a

14
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codificacdo de pequenos RNAs guias que controlam a especificidade de edicéo
do RNA (Sturm & Simpson, 1990).

Como membros da ordem Kinetoplastida, o kDNA de Leishmania
compreende os maxicirculos com cerca de 20-40 kb, presentes em 30-50 copias
e 0s minicirculos com aproximadamente 850 pb e presentes em cerca de 10.000
copias/célula (Barker & Butcher, 1983) (Figura 1). Uma comparacdo das
sequéncias dos minicirculos de diferentes espécies de Leishmania revelou que
existe uma regiao de aproximadamente 100-200 pb que é conservada, enquanto
gue as regides restantes variam entre espécies (Figura 2). A regido conservada
contém a sequéncia 5°- GGGGTTGGTGTAA-3", denominada sequéncia universal
do minicirculo, que se considera que esteja localizada na origem de replicacéo e
perfeitamente conservada em todos os minicirculos sequenciados até o presente
(Rodriguez et al.,, 2000). Essas propriedades fazem do kDNA um alvo
potencialmente excelente para o diagnostico de subgéneros e espécies de
Leishmania. De fato, mesmos 0s minicirculos de um mesmo organismo nao
possuem sequéncias de DNA completamente similares, em vez disso, pertencem
a diferentes classes de sequéncias (Rogers & Wirth, 1987). Portanto, a
amplificacdo por PCR deste alvo, presente em multiplas coOpias permite a
deteccdo de infeccdo leishmanidtica com muita sensibilidade. Vérios
pesquisadores relataram a deteccdo de DNA de Leishmania em diferentes
amostras clinicas de doentes com leishmaniose visceral e cutanea (Singh et al.,
1999; McCann, Eresh & Barker, 1999; Rodriguez et al., 2000; Rodgers, Popper &
Wirth, 1990; Smyth et al., 1992; Ravel et al., 1995; Laskay et al., 1995; Momeni et

al., 1996).
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1.6. Identificacdo molecular de género, subgénero, complexo e espécies de
Leishmania em confrontacdo com outros testes: implicacdes par ao

diagndstico e pesquisa epidemioldgica.

Vimos, com certo detalhamento, as caracteristicas de alguns testes
diagnésticos e as dificuldades para o diagnostico das leishmanioses. Dessa
forma, passamos a sinteticamente confrontar as abordagens moleculares com
outros testes mais tradicionais, e destacar algumas aplicacdes em diagndstico e
epidemiologia.

O diagnastico laboratorial da leishmaniose é tradicionalmente feito através
da identificacdo de amastigotas em amostras teciduais ou esfregacos, e cultura in
vitro de parasitas presentes em bidpsias, associadamente a teste cutaneo do tipo
hipersensibilidade retardada. A pesquisa direta do parasita, ou 0 seu isolamento
através de cultura ndo sdo testes muito sensiveis e 0 sucesso é variavel (De
Bruijn et al.,, 1993). Testes de base imune como ELISA, imunofluorescéncia
indireta e o teste cutaneo de Montenegro ndo distinguem entre infeccao presente
e passada, podendo também haver reacbes cruzadas com outros patdégenos.
Além disso, sdo testes indiretos que ndo detectam infecgbes muito recentes. A
identificacdo direta microscopica de leishméanias é rapida e facil, mas nao
discrimina espécies e a sensibilidade é de apenas 60 a 65% (Cuba et al., 1986).

As leishmanioses humanas sdo causadas por cerca de 20 espécies de

Leishmania (Figura 3). Algumas manifestacées da doenca possivelmente estdo
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associadas com a recorréncia de infeccdes latentes apdés a cura das lesdes
primérias (Aebisher, Moody & Handman, 1993). Isso indicaria que os parasitas

podem persistir mesmo em hospedeiros imunes. A persisténcia da leishmaniose
major em camundongos foi confirmada através de PCR e métodos de cultura in
vitro. Da mesma maneira, a persisténcia de parasitas foi confirmada em cicatrizes
de pacientes curados clinicamente de LTA (Schubach et al., 1998; Mendonca,
1999). Dessa forma, é relevante o desenvolvimento de aplicacdes e abordagens
que possam detectar o parasita com alta sensibilidade e diferenciar as varias
espécies de Leishmania (Rodriguez et al., 1994). Além disso, a possibilidade de
infeccBes mistas, contendo outros membros da ordem Kinetoplastida ou mais de
uma espécie do género Leishmania, torna essencial a identificagdo taxonémica
precisa em estudos de natureza diagndstica e epidemiolégica (Lainson & Shaw,

1972; Eresh, McCallum & Barker, 1994; Ibrahim et al., 1994).

Portanto, esta claro que métodos acurados e sensiveis sd0 necessarios,
no sentido de identificar de maneira correta as espécies de Leishmania e que
também satisfacam os seguintes critérios: i) identificacdo rapida e direta dos
parasitas nos vetores, reservatorios e biopsias teciduais, particularmente bidpsias
de lesdes recentes ou que cicatrizaram espontaneamente; ii) capacidade de
distinguir diferentes espécies patogénicas e possibilidade de automacéo,
permitindo a analise de um grande numero de amostras e iii) facilidade de
realizacdo em areas endémicas (Rodriguez et al., 1994).

Nos Ultimos anos, observou-se um progresso significativo no

desenvolvimento de técnicas Uteis para o diagnéstico e estudos epidemiologicos
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(Degrave et al., 1994; Morgan & Thompson, 1998; Bafiuls, Hide, & Tibayrenc,
1999). Dentre essas abordagens, mencionaremos o0 desenvolvimento de
anticorpos monoclonais para a identificacdo de espécies de Leishmania
(McMahon-Pratt, Bennet & David, 1981), a utilizacdo de fragmentos de kDNA
como sondas moleculares que podem discriminar entre espécies (Arnot & Barker,
1981; Ashall & Milles, 1988; Barker & Butcher, 1983; Kennedy, 1984; Massambe
& Mutinga, 1992; Rogers & Wirth, 1987; Wirth & McMahon-Pratt, 1982), e a
avaliagdo de variabilidade intra-especifica por RFLP (restriction fragment length
polymorphism) (Pacheco et al., 1990), analise de isoenzimas (Le Blancq, Schnur
& Peters, 1986) e RAPD (ramdom amplified polymorphic DNA) (Pogue et al.,
1995). Apesar dessas técnicas serem altamente especificas, muitas requerem
uma quantidade de parasitas que s6 podem ser obtidas de culturas e ndo sao
apropriadas para uso direto em espécimes clinicos. Além disso, sé&o
procedimentos que requerem varias etapas. Nesse contexto, a PCR com sua
extraordinaria sensibilidade, oferece novas possibilidades e alternativas para
estudos clinicos e epidemiol6gicos em leishmaniose (de Bruijn & Barker, 1992; de
Bruijn et al., 1993; Rodgers, Popper & Wirth, 1990; Wilson, 1995).

Com o avanco tecnoldgico na area da biologia molecular é possivel a
identificagdo de Leishmania em casos de doengas subclinicas e casos com
poucos parasitas, contribuindo para o acompanhamento do tratamento e
avaliacdo mais precisa da prevaléncia em areas endémicas. Foram descritos
varios sistemas baseados em PCR e/ou hibridizacdo que permitem a identificacéo

dos subgéneros Viannia e Leishmania (Barker, 1989; Rodgers, Popper & Wirth,
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1990; de Bruijn & Barker, 1992; Grimaldi Junior & Tehs, 1993; McCann, Eresh &
Barker, 1999; Matsumoto et al., 1999; Rodriguez et al., 2000).

Devido a sua grande sensibilidade e potencial capacidade de distinguir
entre infeccdes passadas e ativas, a PCR podera futuramente se tornar uma
ferramenta importante para o diagnéstico de infec¢des subclinicas e na avaliacao
da resposta terapéutica. Contudo, sdo abordagens que precisam ser validadas,
particularmente em regides onde as populacdes parasitarias ndo foram bem
caracterizadas, haja vista que os métodos baseados em deteccbes de DNA
podem nédo detectar parasitas contendo sequéncias nucleotidicas variantes.

No presente estudo, abordagens moleculares foram implantadas e
avaliadas para o diagnoéstico de leishmaniose tegumentar americana (LTA) em
doentes provenientes de zonas endémicas de Pernambuco. Para os testes
desenvolvidos utilizando a PCR foram calculados a sensibilidade, especificidade
e valor preditivo, tendo como base para comparacdo a definicdo clinico-
epidemioldgica acrescida de pelo menos um teste parasitoldgico. Posteriormente
comparou-se os testes derivados da PCR com outros testes diagndsticos mais

convencionais.
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Regiéo
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J s

Figura 2. Diagrama da estrutura do minicirculo do kDNA de Leishmania. O KDNA
pode ser utilizado como alvo para amplificagcdo por PCR. A1l/A2 e B1/B2

representam pares possiveis de primers.
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TRYPANOSOMATIDAE

Familia
rithidia Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia Leishmania Sauroleishmania Trypanosoma omonas Endotrypanum
Geénero Crithidia Lept Herpet Blastocrithidia Leish Sauroleish Tryp Phyt Endotryp
Sub-géneros Leishmania Viannia
__________ A | T
| | | | [ o | ; | |
Complexos L. donovani L. major L. aethiopica L. tropica L. mexicana ! ! L. braziliensis i L.guyanensis L. naiffi
‘ ‘ L i
| L | |
. b |
EspeC|es L. donovani L. major L. aethiopica L. tropica L. mexicana i i L. braziliensis i L. guyanensis L. naiffi
| | |
| | |
L. infantum L. killicki L. amazonensis | | L. peruviana | L. panamensis
| | |
| | |
L. chagasi L. pifanoi E E L. shawi ,_______: ___________ ,
b i Indefinido: |
L. archibaldi L. garnhami i i i L. lainsoni i
: : ' L. colombiensis !
pomommmmmmmes ninininieiei ittt L. venezuelensis ! ! ! !
N&o patogénica para o homem: ! ! L TTTTTm T
1 | |
1 | |
P —— A I il |

i Velho mundo: L. arabica
| L. gerbilli
i Novo mundo: L. aristidesi
! L. enriettii
' L. deanei
| L. hertigi
i L. forattinii

________________________________

Figura 3. Diagrama da classificacao das diferentes espécies de Leishmania (WHO, 1990), modificado por Topley & Wilson’s, 1998.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Estabelecer e avaliar o desempenho dos métodos moleculares género

especifico para Leishmania e subgénero especifico para Viannia no

diagnéstico de LTA em doentes oriundos de zonas endémicas de Pernambuco.

2.2. Especificos

1. Avaliar o limiar de deteccdo de dois métodos diagnosticos derivados da
PCR.
2. Calcular a sensibilidade e especificidade de dois métodos diagndsticos

de LTA baseados na técnica de PCR e efetuados mediante bidpsias
cutaneas, comparando-os com o0 desempenho de métodos mais
convencionais de diagnadstico.

3. Comparar a sensibilidade e especificidade dos dois métodos baseados

na técnica de PCR.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Desenho de estudo

Realizou-se um estudo descritivo, tipo série de casos com um grupo de
comparacao como forma de avaliar o desempenho de métodos moleculares para

o diagnostico de LTA em regides endémicas do Estado de Pernambuco.

3.2. Casuistica

Analisou-se mediante técnicas de PCR, 98 bibépsias cutaneas referentes a
individuos com o diagndstico clinico-epidemiolégico de leishmaniose tegumentar
americana (LTA) e 31 bidpsias referentes a doentes com lesGes cutaneas de
outras etiologias, que consistiram em nosso grupo controle. Os doentes com LTA
foram provenientes do municipio de Amaraji e distritos vizinhos, considerados
areas endémicas da Zona da Mata de Pernambuco, com caracteristicas eco-
epidemiologicas conhecidas (Brandao-Filho et al., 1994). Esta regido apresenta
uma das maiores incidéncias de casos humanos de leishmaniose tegumentar
americana no Estado de Pernambuco. A grande maioria dos individuos com LTA
procuraram espontaneamente o posto médico local, e apds o exame clinico foram
encaminhados para o Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) e para o Centro de Pesquisas Aggeu Magalh&des (CPgAM —

FIOCRUZ). Esses individuos foram examinados e acompanhados clinicamente
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pela Equipe do Prof. Marcio Lobo Jardim, no Servico de Dermatologia do Hospital
das Clinicas da UFPE.

O projeto dentro do qual este trabalho se insere foi aprovado pela
Comiss&o de Etica do Hospital das Clinicas da UFPE e pela comissdo de Etica do

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhédes — FIOCRUZ.

3.3. Definigéo de caso

A definicdo de caso de leishmaniose tegumentar americana baseou-se em
um conjunto de critérios:
1. presenca de lesdes tegumentares tipicas, antecedendentes epidemioldgicos
compativeis, e resposta clinica favoravel a quimioterapia especifica;
2. presenca adicional de positividade em pelo menos um dos testes diagnosticos
seguintes: pesquisa direta do protozodrio na lesdo, exame histopatolégico ou

isolamento do parasita através de cultura.

3.4. Bidpsia cutanea e exame histopatoldgico

As bidpsias cutaneas foram realizadas através de “punch” de 4 a 8 mm de
diametro, na borda da lesédo, apds antissepsia com alcool iodado a 0,01% e
infiltrac&o anestésica local com cloridrato de prilocaina a 3% com felipressina.
Todas as bidpsias foram realizadas, no Servico de Dermatologia do Hospital das

Clinicas da UFPE e as amostras obtidas divididas em diversos fragmentos para:
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esfregaco tipo “imprint”, exame histopatologico, cultura in vivo e in vitro, e PCR.
Para PCR, as amostras eram processadas apo6s estocagem a —20 °C.

O fragmento de bidpsia para estudo histopatologico foi fixado em formol a
10%. Os cortes obtidos em micrétomo rotativo foram corados pela Hematoxilina
& Eosina (HE) e pelo Giemsa, para serem examinados através de microscopia

Optica.

3.5. Exames parasitologicos

3.5.1. Pesquisa direta

A pesquisa direta foi realizada apés raspagem com lamina de bisturi estéril

da superficie da lesdo nao ulcerada e da borda da lesdo ulcerada, tratadas

antissepticamente. Os esfregacos foram feitos em laminas com o material

coletado, fixados com alcool metilico e corados pelo Giemsa. Os parasitas foram

visualizados através de microscopia oOptica.
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3.6. Isolamento através de cultura

3.6.1. Cultivo in vivo

O material biopsiado foi colocado em microtubos e mantido em gelo até ser
processado sob condi¢des estéreis. Parte do fragmento de bidpsia, foi estocado
a temperatura do nitrogénio liquido (-196°C) para outros testes. A outra parte da
biopsia foi lavada trés vezes com salina contendo antibidtico e, em seguida,
macerada e homogeneizada em 1000 pl da mesma solucdo. Quinhentos (500) pl,
desse homogenato foram utilizados para o procedimento de cultivo in vivo, sendo
inoculado na pata posterior e no peritbnio de hamsters. Apds o periodo de trés
meses, estes animais foram sacrificados para a obtencdo de fragmentos da pata,
do bago e do figado na possibilidade de recuperagdo do parasita, através da
inoculacdo de amostras em meio NNN/Schneider. O baco desses animais foi
utilizado para se fazer “imprints”, que juntamente com laminas de esfregaco
sanguineo foram fixadas e coradas utilizando o método de Giemsa, para
visualizacdo microscopica. Um volume adicional do homogenato (500 pl) foi

utilizado para cultivo in vitro (Evans, 1989).
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3.6.2. Cultivo in vitro

Para o cultivo in vitro utilizou-se homogenato de material biopsiado descrito
anteriormente em cultivo in vivo. Quinhentos microlitros (500 pl) do homogenato
foram adicionados a um tubo de meio de cultura NNNm (meio modificado
Usmaru), (Walton, Shaw & Lainson, 1977), contendo as seguintes fases:
(@) fase sdlida composta de 4,0g de Bacto Blood Agar Base (DIFCO),
diluido em 100 ml de 4gua destilada e

(b) fase liquida, obtida da condensacao durante o resfriamento do agar.
ApO6s o periodo de trés dias, os tubos foram observados e
subsequentemente repicados de 5 em 5 dias por aproximadamente

dois meses (Evans, 1989).

3.7. Exames imunologicos

3.7.1. Imunofluorescéncia indireta

A IFI foi utilizada para a deteccdo de anticorpos circulantes especificos
contra Leishmania sp. em soros humanos, essencialmente de acordo com
Camargo (1966). Foi utilizado o Kit IFI-Leishmaniose humana, produzido por Bio-
Manguinhos-FIOCRUZ, seguindo as instrugdes do fornecedor. Foram utilizados
dois soros padrbes (positivos e negativos) na diluicdo de 1:40, tendo sido
considerado positivos aqueles que resultaram em fluorescéncia das leishmanias

nas laminas a uma diluicdo sérica de 1:40.
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3.8. Abordagens moleculares

3.8.1. Extracéo e purificacdo de DNA

A purificacdo de DNA das bidpsias cutaneas foi realizada com o
GenomicPrep Cells and Tissue DNA Isolation Kit® (Amersham Pharmacia
Biotech, Upsala, Sweden), seguindo as instrucbes do fornecedor. Para cada
purificacéo foi utilizado aproximadamente 20 mg de biépsia. Apds precipitacdo do
DNA gendmico, o “pellet” foi ressuspendido em 100 ul de TE (Tris 10 mM, EDTA

1 mM, pH 8,0) e estocado a -20°C. Dois pl foram usados na reagéo de PCR.

3.8.2. Amplificagéo do DNA através de PCR

O DNA contido nas amostras biopsiadas foi submetido a amplificacdo em
um termociclador automético (Perkin Elmer, modelo 4800) sob condi¢cdes
dependentes do sistema de PCR utilizado. Um dos sistemas de PCR permitia a
amplificacdo de KDNA de parasitas pertencentes ao subgénero Viannia (de Bruijn
& Barker, 1992) enquanto o outro sistema de PCR empregava primers que
amplificavam com especificidade para o género Leishmania. No ultimo sistema, é
possivel através de hibridizacdo subsequente com sondas apropriadas distinguir
grupos de Leishmania (Schubach et al., 1998), embora, no presente estudo, iSso

tenha sido feito em numero limitado de individuos.
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3.8.3. PCR especifica para o subgénero Viannia

Nessa PCR foram utilizados oS primers 5'-
GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3' e 5-CTAATTGTGCACGGGGAGG-3' (de
Bruijn & Barker, 1992). A PCR foi realizada em um volume final de 25ul contendo
Tris-HCI 10mM, KCI 50mM, gelatina 0,2mg/ml, MgCl, 1,5mM, dNTP 0,2 mM, 25
pmoles de cada um dos primers e 2,5 U de Taq DNA Polimerase. A essa mistura
eram adicionados 2 pyl da amostra a ser analisada e o contetdo do tubo era
coberto com 6leo mineral leve. A amplificacdo consistiu de 35 ciclos: 94°C (1
min), 65°C (1 min) e 72°C (1 min), precedidos de uma desnaturacao inicial de 5

minutos a 94°C.

3.8.4. PCR género especifica

Na PCR género especifica, foram utilizados as seguintes sequéncias
nucleotidicas: 5’- (G/C)(G/C)(C/G)CC(A/C)CTAT(A/IT) TTACACCAACCCC-3' e
5-GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA-3' (Schubach et al., 1998). A PCR foi
realizada em um volume final de 25ul contendo Tris-HCI 10mM, KCI 50mM,
gelatina 0,21mg/ml, MgCl, 1,5mM, dNTP 0,2mM, 25 pmoles de cada um dos
primers e 2,5 U de Tag DNA Polimerase. A essa mistura foram adicionados 2 pl
da amostra a ser analisada e o conteudo do tubo foi coberto com 6leo mineral
leve. A amplificacdo consistiu de 30 ciclos: 94°C (30 s), 50°C (30 s) e 72°C (30 s),
precedidos de uma desnaturacao inicial de 4 minutos a 94°C.

Como forma de minimizar o risco de contaminacdo da PCR com os
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produtos amplificados, um fluxograma de trabalho foi elaborado a fim de evitar a
interacdo entre as areas de pré-amplificacdo e pos-amplificacdo. Além disso, dois
controles negativos (sem DNA) foram incluidos a cada preparacdo de novas
reacdes juntamente com dois controles positivos com 100 pg e 10 pg de DNA
gendmico de Leishmania (V.) braziliensis (controles de contaminagédo e controle

de sensibilidade da PCR, respectivamente).

3.8.5. Analise dos produtos da PCR

Dez pl dos produtos de PCR foram analisados através de eletroforese em
gel de agarose a 1,0% para o alvo de 750 pb e 1,5% para o alvo de 120 pb com
tampéo TAE (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM) corados pelo brometo de etideo
(Sambrook, Fritsch & Maniatis, 1989). As bandas de DNA separadas
eletroforeticamente foram visualizadas em um transiluminador de luz ultravioleta e

fotografados com um sistema de documentacéo polaroide (MP4+ system).

3.8.6. PCR seguida de hibridizacdo com sondas espec ificas

A abordagem foi realizada em ndmero limitado de amostras (11 doentes
portadores de LTA e 4 doentes com lesBes cutdneas ndo leishmanidticas). Os

amplicons produzidos pela PCR género especifica foram previamente separados
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em eletroforese num gel de agarose, sendo esses fragmentos de DNA
transferidos para uma membrana de nylon para posterior hibridizacdo com o uso
de sondas marcadas nao radioativamente.

Transferéncia a vacuo.

O gel de agarose ap6s a corrida eletroforética foi tratado com uma solucao
de desnaturacéo (NaCl 1,5M e NaOH 0,5M) por 7 min, em seguida com uma
solucéo de neutralizacdo (Tris 1,0M e NaCl 1,5M) por 7 min, e finalmente tratado
com uma solucao de transferéncia (20x SSC) por 30 min, num equipamento de
blotagem a vacuo (VacuGene™XL Vacuum blotting System, Pharmacia Biotech)
sob pressdo negativa de 50 mbar. Em seguida, as bandas de DNA foram
transferidas a vacuo para uma membrana de nylon (GeneBind 45 nylon,
Pharmacia LKB Biotechnology) em contato direto com o gel de agarose.

Hibridizacéo.

Apoés a fixacdo das bandas de DNA a membrana de nylon através de
“crosslinking” com UV (realizado com o aparelho Ultraviolet Crosslinker da
Hoefer) a sonda (DNA clonado de minicirculo de L. (Viannia) panamensis),
especifica para o subgénero Viannia (Pirmez et al., 1999) foi marcada com
fosfatase alcalina, e a hibridizacdo e visualizacdo por quimioluminescéncia
realizadas exatamente de acordo com os protocolos fornecidos para o Kit
AlkPhos direct (Amersham Pharmacia Biotech). As autoradiografias foram
realizadas com filme ortocromatico BIOMAX MR da Kodak, e a revelacdo com

Dektol.
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3.9. Célculo dos indicadores de eficiéncia dos test  es diagndsticos e analise

estatistica.

Utilizando-se a definicdo de caso de LTA descrita no item 3.3 como “padréo
ouro” para estabelecer a presenca ou auséncia de doenca calculou-se a
sensibilidade e especificidade dos dois testes diagnésticos baseados na PCR
com seus respectivos intervalos de confianca de 95%. A sensibilidade e a
especificidade dos testes diagnoésticos foram calculados de acordo com Feinstein
(1977) (Figura 4). Os VPP e VPN foram calculados para prevaléncias hipotéticas
gue variavam de 0,7 até 0,00001 (Feinstein, 1977). Comparou-se a sensibilidade
e especificidade dos 2 testes utilizando o X* estabelecendo-se 5% (p=0,05) como
limiar de significancia.

Utilizou-se o Programa EPI-INFO 6.04b para constru¢do de um banco de
dados contendo informacgfes sobre os casos de LTA e controles como também

para a analise dos dados.
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Teste Doenca presente Doenca ausente
Positivo positivos verdadeiros | Positivos falsos
a b
Negativo negativos falsos Negativos verdadeiros
c d
Total a+c b+d
Sensibilidade = a Especificidade = d
a+c b+d
VPP = a VPN = d
a+b c+d

Figura 4. Apresentacao das equacoOes utilizadas para calcular sensibilidade,

especificidade, valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O risco de disseminacdo das leishmanioses na atualidade deve ser
considerado. O aumento do turismo em regides endémicas para essa doenga e a
possibilidade de agravamento e reativacdo da doenca em condigcbes de
imunossupressdo, como acontece na AIDS (acquired immunodeficiency
syndrome) ja foram amplamente divulgadas (Fichoux et al., 1999; Czechowicz et
al., 2000).

Como as manifestacdes clinicas das leishmanioses algumas vezes néo
sao caracteristicas, mesmo em regides geograficas onde a doenca € endémica,
faz-se necessario o diagnostico diferencial com outras doencas também comuns
no Brasil, tais como carcinoma epidermdide, e lesbes causadas por
Paracoccidioides braziliensis, tuberculose, sifilis e lepra (Pirmez et al., 1999).
Também deve-se apreciar que a discriminacdo de espécies € importante em
regides onde a leishmaniose pode ser causada por mais de uma espécie de
Leishmania.

No Brasil, seis espécies tém sido descritas como agentes etioldgicos de
LTA (Marzochi & Marzochi, 1994). A L.(V.) braziliensis € encontrada em todo o
pais e causa Ulceras cutdneas e mucosas. A L.(V.) guyanensis causa
principalmente lesdes cutaneas e ocorre ao norte da regido amazoénica. As outras
espécies do subgénero Viannia, L.(V.) lainsoni, L.(V.) naiffi e L. (V.) shawi s&o

praticamente restritas ao ciclo silvestre na regido amazonica. A L. (L.)
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amazonensis € a unica espécie do subgénero Leishmania que causa lesdes
cutaneas, tendo sido identificada no Nordeste, Sudeste e Centro oeste do Brasil.
Soma-se a toda esta diversificacdo de espécies e manifestacdes clinicas, o
fato dos testes diagnosticos convencionais apresentarem limitagcdes, como ja foi
apresentado com certo detalhamento na Introdugcéo deste trabalho. Levados
esses fatos em conta, fica clara a necessidade de desenvolvimento e validagcdo

de testes diagnosticos mais sensiveis e com maior acuracia.

4.1. Determinacdo do limiar de deteccdo de DNA de Leishmania pelas

abordagens baseadas em PCR.

O sistema de PCR baseado em de Bruijn & Barker (1992) é especifico para o
subgénero Viannia e amplifica um produto de 750 pb. No presente estudo, o
limiar de deteccédo de DNA de L. braziliensis (MHOM/BR/75-2903) foi de 10 fg de
DNA total (Figura 5), enquanto que o limiar de deteccao reportado por de Bruijn &
Barker (1992) foi de 1 fg de kDNA. O tamanho do genoma hapléide dos 36
cromossomos de Leishmania foi estimado em 35 Mb (Wincker et al., 1996),
portanto, o genoma dipldide contém 70 Mb de DNA cromossomal. O DNA total,
incluindo cerca de 10 Mb de kDNA (aproximadamente 10% do DNA total) é
estimado em 80 Mb, que equivale a 88 fg de DNA por célula (Fu, Perona-Wright
& Barker, 1998). Dessa forma, o limiar de deteccdo observado no presente
estudo € compativel com o reportado na literatura (de Bruijn & Barker, 1992),

podendo o

37



Rodrigues, E.H.G. Resultados e Discussédo

meétodo detectar uma quantidade de DNA equivalente a menos de um parasita
por tubo de reacao. Este fato é bastante promissor para o estudo de LTA

visto que diante de lesdes muitas vezes com poucos parasitas € importante
dispormos de um teste com alta sensibilidade.

Na eletroforese, muitas vezes amplicons de peso molecular >750 pb foram
observados (Figura 5), tendo sido interpretados previamente como produtos de
minicirculos polimerizados além do sitio dos primers (“readthrough products”), e
dependentes da quantidade de DNA alvo (de Bruijn & Barker, 1992).

O outro sistema de PCR com que trabalhamos se baseia em uma
amplificacdo do kDNA a partir de primers especificos para o género Leishmania,
produzindo um fragmento de 120 pb (Schubach et al., 1998). A identificacdo de
grupos ou complexos do parasita pode ser feita através de hibridizacdo do
produto de amplificacdo com sondas especificas (Degrave et al., 1994). No nosso
estudo o limiar de deteccdo para essa PCR foi de 1 pg de DNA total de
promastigotas (Figura 6). Bandas nao especificas >120 pb foram produzidas, que
possivelmente poderiam ter sido evitadas através de procedimentos que
diminuissem os anelamentos ndo especificos (por exemplo, o “hot start”).
Algumas bandas inespecificas se originaram a partir do DNA do hospedeiro,
como sugere o experimento de hibridizagdo com sonda especifica (Figura 9).

As razdes para a diferenca observada no presente trabalho entre os limiares
de deteccdo para a PCR complexo especifica e a género especifica ndo séo
claras. Para uma mesma quantidade de moles produzida sabe-se que fragmentos

de maior peso molecular incorporam mais brometo de etideo (utilizado para
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visualizacdo das bandas de DNA em eletroforese), explicando o aparecimento de
bandas mais intensamente fluorescentes quando da producdo de amplicons de
maior peso molecular. Além disso, € possivel que os diferentes primers utilizados

nas PCRs apresentem diferentes eficiéncias de anelamento ao DNA alvo.

4.2. Avaliacdo da sensibilidade e especificidade do s métodos baseados em

PCR no diagndéstico de leishmaniose tegumentar ameri  cana.

A definicAo de caso de LTA incluiu doentes que além de atenderem a
critérios clinico-epidemiolégicos, apresentavam positividade a pelo menos um dos
seguintes testes convencionais: pesquisa direta, exame histopatolégico e
isolamento por cultura. Procedendo dessa forma, dos 98 doentes que
apresentavam lesdes dermatoldgicas inicialmente diagnosticados como LTA com
base clinico-epidemiolégica, 87 puderam ser enquadrados como caso de LTA, e
utilizados para o calculo da sensibilidade, enquanto que 11 foram considerados
suspeitos. Houve apenas 1 caso de leishmaniose mucocutanea, enquanto que 86
eram casos de leishmaniose cutanea (um deles com a forma disseminada).
Como pode ser observado na Tabela 1, houve predominancia de casos do sexo
masculino (74,7%), na faixa etéria de 10 a 29 anos (57,5%), e no desempenho de
atividade agricola (69%). Isso sugere que esses individuos estejam mais
expostos ao risco de infeccdo, através de uma maior proximidade do vetor e

possiveis reservatorios. Nesse sentido, existem estudos preliminares implicando
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os roedores silvestres como 0s principais reservatorios em zonas endémicas de
Pernambuco (Brandé&o-Filho et al., resultados néo publicados).

A PCR descrita por de Bruijn & Barker (1992), capaz de identificar
infeccbes causadas por parasitas do subgénero Viannia foi positiva em 82/87
doentes, resultando em uma sensibilidade de 94,3% (Tabela 2). A PCR descrita
em Schubach et al. (1998) detectou DNA especifico em 60/63 dos doentes,
resultando em uma sensibilidade de 89,6%.

Em outra etapa de analise, comparamos as sensibilidades das duas PCRs
e verificamos que a diferenca entre as mesmas nao foi significante (p>0,05). As
sensibilidades para os diagndsticos baseados em PCR tém variado de 85 a
100%, enquanto que esses meétodos sempre tém-se mostrado bastante
especificos em condi¢gbes operacionais adequadas (de Bruijn et al., 1993; Aviles
et al., 1999; Belli et al., 1998). Dos 87 casos de LTA estudados foi possivel o
isolamento e caracterizacdo do parasita através da analise de anticorpos
monoclonais e isoenzimas em 24 doentes (Brito et al.,, resultados nao
publicados). Todas as amostras isoladas foram caracterizadas como L.
braziliensis serodema 1. Entretanto, 5 variantes do zimodema referéncia foram
identificadas (Brito et al., resultados nédo publicados), confirmando a existéncia de
novas variantes de L. (V.) braziliensis em Pernambuco como j& havia sido
demonstrado previamente (Brito et al., 1993). As evidéncias até o presente
indicam que apenas o subgénero Viannia tem participacdo como agente

etiologico de LTA em Pernambuco.
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Os resultados do presente estudo confirmam isso, apesar de ndo termos
formalmente excluido a possibilidade de infec¢des ou co-infecgdes com outras
leishméanias dermotropicas. Nessa direcao, Passos et al. (1999), utilizando PCR-
hibridizacdo identificaram L. (V.) braziliensis como a espécie predominante
causando LTA em Minas Gerais. Contudo, L. (L.) amazonensis foi detectada em

7,5% dos casos.

A disponibilizacdo de testes moleculares para o diagnostico de doencas
infecciosas, trouxe novas questdes a respeito da avaliacdo estatistica dos novos
testes, decorrentes de sua elevada sensibilidade em comparacdo aos testes
convencionais (Mc Adam, 2000). Nesta situacdo podemos nos deparar com um
“paradoxo”. Se o novo teste for mais sensivel que o padrao-ouro utilizado, um
determinado numero de doentes diagnosticados pelo novo teste poderdo ser
considerados falso-positivos sem o0 serem. No nosso estudo, a PCR descrita por
de Bruijn & Barker (1992) detectou os 11 casos tidos como nao doentes pelo
padrao-ouro, enquanto que a PCR descrita em Schubach et al. (1998) foi positiva
em 5 desses individuos (Tabela 3). Devido a alta sensibilidade e especificidade
da PCR provavelmente estes doentes séo leishmanioticos.

A especificidade dos métodos foi calculada a partir de um grupo de
comparacdo composto por individuos com doencas cutaneas variadas, de
natureza nao leishmanidtica, que se submeteram a bidpsia para elucidacdo do
diagnéstico. Foram excluidos do calculo, os 11 individuos que, apesar de ndo se

enquadrarem em nossa definicdo de caso, apresentavam fortes evidéncias
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clinico-epidemiolégicas de LTA, o que levaria a especificidade subestimadas
(Tabela 3). Ambas as PCRs resultaram em 100% de especificidade (Tabela 2).

A amostra utilizada neste trabalho néo reflete a prevaléncia nas éareas
endémicas. Dessa forma com fins ilustrativos, o VPP e o VPN da PCR especifica
para o0 subgénero Viannia foram calculados para prevaléncias hipotéticas,
permitindo a constru¢cdo de uma curva do desempenho do teste na populacao
alvo (Figura 10). Isso permitiria se ter uma idéia dos valores preditivos para

determinada populacdo de area endémica.

Os primers propostos por de Bruijn & Barker, (1992) foram baseados em
isolados de referéncia para a Organizacdo Mundial de Saude, sendo importante a
demonstracdo experimental de que, podem ser utilizados em diferentes regides
do mundo, e em diferentes regides do Brasil (Bruijn et al., 1993). No presente
estudo, demonstramos que podem ser utilizados para o diagnostico de LTA em
doentes oriundos de zonas endémicas de Pernambuco. As figuras 7 e 8 mostram

alguns resultados representativos das abordagens moleculares utilizadas.

4.3. Andlise da pesquisa direta, exame histopatoldg ico, isolamento por

cultura e imunofluorescéncia indireta no diagndstic 0 da leishmaniose

tegumentar americana.

Dentre os casos de LTA, o diagnostico atraves da pesquisa direta apresentou

um percentual de positividade de 68,2%, o exame histopatologico 89,9%, o
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isolamento através de cultura 44,0% e a imunofluorescéncia indireta 81,3%
(Tabela 4). Vale salientar que a sensibilidade da PCR foi significativamente
maior que 0s percentuais de positividade da pesquisa direta e do isolamento
através de cultura (p< 0,05).

O percentual de positividade do exame histopatolégico estd superestimado
como indicativo da presenca de parasitas, ja que sua positividade foi definida com
base a sua compatibilidade com o diagndstico clinico-epidemiologico, e nao
necessariamente com a presenca de amastigotas. De fato, o exame
histopatolégico possui sensibilidade limitada, tendo mais utilidade no diagndstico
de patologias ndo leishmaniéticas do que como instrumento diagndstico primario
para leishmaniose (de Bruijn et., 1993). Em se tratando da imunofluorescéncia
indireta (IFl) apenas a sensibilidade da PCR especifica para o subgénero Viannia
mostrou-se significativamente maior que o da IFI (p< 0,05). Além das limitagbes
relacionadas a reacfes cruzadas e discriminacdo de infec¢Bes ativas e passadas
em areas endémicas, o valor dos testes sorologicos na LTA é pequeno devido
aos baixos titulos de anticorpos especificos. Entretanto, ja foi demonstrado que o
imunodiagnostico baseado em Western blot € bem mais sensivel que outros
testes sorologicos (Brito et al., 2000). Dessa forma, de maneira geral, 0s
resultados descritos no presente trabalho confirmam que o diagndstico através de
PCR é mais sensivel que os outros métodos, tais como pesquisa direta,
isolamento através de cultura e imunofluorescéncia indireta (de Bruijn et al., 1993;

Aviles et al., 1999.)
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4.4. Experimentos preliminares para a utilizagéo de hibridizagdo com sonda

fria apés PCR no diagnostico do subgénero  Viannia.

A utilizacao de hibridizacdo apds PCR tem sido descrita como uma forma para
aumentar a sensibilidade e especificidade desta técnica. De fato, varios estudos
foram publicados mostrando que a identificacdo de subgéneros e mesmo
espécies de Leishmania é possivel dessa forma. Por exemplo, através da
hibridizagdo com sondas correspondentes a minicirculos clonados de L.
panamensis, L. amazonensis e L. chagasi € possivel classificar as leishmanias
em trés grupos de espécies: dermotrdpicas (subgénero Viannia), dermotropicas
(subgénero Leishmania) e viscerotropicas (complexo L. chagasi) (Degrave et al.,
1994; Passos et al., 1999; Pirmez et al., 1999). Contudo, a maioria desses
estudos tem utilizado sondas marcadas com material radioativo (Passos et al.,
1999; Pirmez et al.,, 1999), o que é inconveniente em zonas endémicas para
leishmaniose, pois esse material € caro e dificil de descartar. Sendo assim,
adaptamos a abordagem utilizada por Schubach et al. (1998), para que pudesse
ser utilizada com sondas marcadas com nucleotideos nédo radioativos. Foram
analisados 11 doentes com LTA e 4 com outras doencgas cutaneas de etiologia
ndo leishmaniédtica através de PCR-hibridizacdo nao radioativa (Figura 9). Como
demonstrado nesta figura, a banda diagnéstica foi reconhecida por hibridizacéo
em todos os doentes, mas em nenhum controle negativo. Em algumas amostras,
bandas >120 pb foram amplificadas. A analise da hibridizacdo mostra que a

maioria desses produtos séo originarios de DNA nao relacionado ao kKDNA,
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possivelmente do hospedeiro humano. Contudo, alguns produtos >120 pb
hibridizam com a sonda indicando que sao relacionados aos minicirculos.

Apesar de termos utilizado o procedimento de PCR-hibridizacdo com
sonda fria (ndo radioativa) em um pequeno niamero de amostras, claramente os
resultados sdo encorajadores e merecem atencao, pois a abordagem é bem mais

apropriada para uso em regides endémicas e subdesenvolvidas.

A simplificagdo dos procedimentos de coleta e processamento das
amostras, e a preparacdo dos reagentes em laboratérios de referéncia podem
transformar a PCR em uma tecnologia de custo aceitavel para utilizacdo em
regibes endémicas com poucos recursos (Belli et al., 1998). Nao é muito facil
obter bidpsias de doentes em éareas endémicas, devido aos inconvenientes
inerentes a esse procedimento. Fica claro que amostras clinicas alternativas
seriam mais adequadas para utilizacdo em PCR. Matsumoto et al. (1999)
compararam os resultados de PCR utilizando como amostras exsudato/raspado,
fluido aspirado por seringa e bidpsias da lesdo, concluindo que a coleta de
exsudato/raspado das lesdes cutaneas era facil e indolor para os doentes em
comparagdo com o0s outros procedimentos. Além disso, os resultados eram
similares aqueles obtidos com bidpsias, opinido compartilhada por Belli et al.
(1998). A utilizacdo de amostras de sangue seria ainda mais conveniente para
estudos em grandes populagdes. Em leishmaniose visceral a deteccdo de
parasitas no sangue tem sido relatada (Smyth et al., 1992; Singh et al., 1999;

Fichoux et al., 1999; Ravel et al., 1995; Lachaud et al., 2000). De fato, Singh et al.
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(1999) descreveram bons resultados para a PCR no sangue periférico de doentes
com leishmaniose visceral, enquanto que Fichoux et al. (1999) utilizaram esse
procedimento para rastrearem amostras em bancos de sangue. Contudo, 0s
relatos de diagndstico de leishmaniose tegumentar através da deteccdo de DNA
do parasita no sangue periférico sdo escassos e pertinentes a casos isolados
(Guevara & Et, 1993; Guevara et al., 1994; Belli et al., 1998). Mesmo assim, Belli
et al. (1998) acham que a deteccdo de Leishmania por PCR no sangue periférico
poderia ser util nas seguintes situagdes: (i) monitoramento de bancos de sangue;
(i) como fator preditivo de re-ativacdo de doencas; (iii) avaliacdo de eficiéncia
terapéutica. Além disso, € importante a viabilizacdo da PCR para utilizacdo mais

ampla, haja vista que a confirmacado diagnostica é critica devido ao alto custo e
grande toxicidade dos esquemas terapéuticos aplicaveis na leishmaniose. E
também importante identificar as espécies de Leishmania envolvidas, porque
muitas vezes requerem tratamentos diferenciados e se associam a diferentes
prognésticos. A informacao epidemiologica derivada da identificacdo do parasita €
relevante para o planejamento adequado das medidas de controle. No presente
estudo bidpsias cutaneas de doentes foram utilizadas. Entretanto, o0 método é
também adequado para a deteccdo de Leishmania no inseto vetor e em animais
silvestres que possam estar participando do ciclo de transmissao da doenca,
podendo trazer importantes contribuicbes para um melhor entendimento do

padrédo e dindmica de transmissdo em diferentes areas endémicas.
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Tabela 1. Caracteristicas dos doentes que se enquadraram na definicdo de caso
de LTA.

Caracteristicas Casos de LTA %

Grupo etério

10a 29 50 57,5
30a49 29 33,3
50 a 59 5 5,7
> 60 3 3,5
Sexo
Masculino 65 74,7
Feminino 22 25,3
Ocupacéo
Agricultor 60 69,0
Doméstica 15 17,2
Estudante 7 8,0
Militar 2 2,3
Outras 3 3,5
Total 87 100
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Tabela 2. Sensibilidade e especificidade da PCR especifica para o subgénero

Viannia e da PCR género especifica.

PCR especifica para o PCR género especifica

subgénero Viannia

Sensibilidade 94,3 (86,5 — 97,9) % 89,6 (79,1 — 95,3) %

Especificidade 100 (86,3 — 100) % 100 (62,9 — 100) %

O intervalo de confianc¢a calculado ao nivel de 95% encontra-se entre parénteses.
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Tabela 3. Tabela de contingéncia mostrando a categorizacdo dos individuos

estudados aplicando-se a definicdo de caso de LTA. A. valores para a PCR

especifica para o subgénero Viannia. B. Valores para a PCR género especifica.

A TESTE DOENTES (+) SADIOS (-)
+ 82 11
- 5 31
TOTAL 87 42
Sensibilidade 94,3% 86,5-97,9
Especificidade 73,8% 57,7 -85,6
B
TESTE DOENTES (+) SADIOS (-)
+ 60 5
- 7 117
TOTAL 67 16
Sensibilidade 89,6% 79,1- 95,3
Especificidade 68,8% 495- 87,9

* Apesar de ndo se enquadrar na definicdo de caso, esses individuos apresentam

suspeigéo clinico-epidemiologica.

**  Dois

desses

individuos

sao

suspeitos

clinico-epidemiologicamente.
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Tabela 4. Resultados dos exames complementares

enquadravam na definicao de caso de LTA.

Resultados e Discussao

dos doentes que se

Exames complementares

Casos de LTA

%

Pesquisa direta

Positivo 58 68,2

Negativo 27 31,8

Nao realizado 2
Histopatologia

Positivo 71 89,9

Negativo 8 10,1

Nao realizado 8
Cultura

Positivo 37 44,0

Negativo 47 56,0

Nao realizado 3
IFI

Positivo 65 81,3

Negativo 15 18,7

N&o realizado 7

Total 87 100
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Figura 5. Limiar de deteccao usando primers especificos para o subgénero
Viannia. 1 (30 ng), 2 (14,6 ng), 3 (10 ng), 4 (1 ng), 5 (0,1 ng), 6 (10 pg), 7 (1
pg), 8 (0,1 pg) e 9 (10 fg) e 10 (1fg). O produto de amplificacdo de 750 pb
encontra-se indicado por seta. M, marcador de peso molecular A +Hind 11l
(23,1,9,4, 6,6, 4,4, 2,3, 2,0 e 0,56 kb).
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120 pb

Figura 6. Limiar de deteccdo usando primers género
especificos. 1 (1 ng), 2 (0,1 ng), 3 (10 pg), 4 (1 pg), 5 (0,1 pg). O
produto de amplificacdo de 120 pb encontra-se indicado por
seta. M, marcador de peso molecular A + Hind Il (23,1, 9,4,
6,6, 4,4, 2,3 kb).
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M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 1718 19 20

—— 750 bp

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose corado pelo brometo de etideo, mostrando produtos

amplificados a partir de primers especificos para o subgénero Viannia. Pacientes com
lesdes ativas (1-11 - 13,18), lesédo cicatrizada (12), controle negativo (19) e
controle positivo (20). O produto de amplificacdo de 750 bp encontra-se
indicado por seta. M, marcador de peso molecular A + Hind Il (23,1, 9,4, 6,6,
4,4, 2,3, 2,0 e 0,56 kb).
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M1 2 34 5 6 7 8 9 101112 13 14 1516 1718 192021

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose corado pelo brometo de etideo, mostrando
produtos amplificados a partir de primers especificos para o género Leishmania.
Pacientes com lesdes ativas (1-14, 16 - 18), lesé@o cicatrizada (15), controle positivo
(19, 20) e controle negativo (21). O produto de amplificacdo de 120 pb encontra-se
indicado por seta. M, marcador de peso molecular A + Hind Il (23,1, 9,4, 6,6, 4,4, 2,3,
2,0 e 0,56 kb).
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A
M1 2 3 45 6 7 8 91011121314 1516 1718 19 20
N HB
oo NN
ol ' ﬁ
B

1234 56 7 8 910111213141516 1718 1920

Figura 9 (A) Eletroforese em gel de agarose corado pelo brometo de etideo,
mostrando produtos amplificados a partir de primers especificos para o género
Leishmania. Pacientes com lesdes ativas (1-10,14), outras doengas (11-13,15),
controle negativo (17,18) e controle positivo (19, 20). O produto de amplificacéo
de 120 pb encontra-se indicado por seta. M, A + Hind Ill (23,1, 9,4, 6,6, 4,4, 2,3,
2,0 e 0,56 kb). (B) Autoradiografia mostrando os resultados de hibridizacdo com
sonda especifica para o subgénero Viannia dos amplicons resultantes de PCR

especifica para o género Leishmania.
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©c o o r
N o o O

Valor Preditivo
o
N

o
o

0 0,2 0,4 0,6 0,8

Prevaléncia

Figura 10 Valores de VPP e VPN da PCR especifica para o subgénero Viannia

para diferentes prevaléncias hipotéticas.
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5. CONCLUSOES

1. O limiar de deteccédo de DNA da PCR especifica para o subgénero Viannia foi
de 10 fg de DNA total, podendo teoricamente detectar menos que um
parasita. Por outro lado o limiar de deteccdo para a PCR género especifica foi

de 1 pg de DNA total.

2. A PCR para o subgénero Viannia foi positiva em 82/87 doentes resultando em
uma sensibilidade de 94,3%. A PCR género especifica, foi positiva em 60/67
apresentando uma sensibilidade de 89,6%. Contudo, essas diferencas nao

foram significantes.

3. Ambas as PCRs apresentaram especificidade de 100%.

4. O percentual de positividade dentre os casos de LTA através da pesquisa
direta, do exame histopatolégico, do isolamento através de cultura e da
imunofluorescéncia indireta foram de 68,2%, 89,9%, 44,0% e 81,3%

respectivamente.

5. Com base nos resultados obtidos através da PCR, suas sensibilidades foram

significativamente maiores que o0s percentuais de positividade da pesquisa

direta, do isolamento através de cultura e IFI.

57



Rodrigues, E.H.G. Conclusédo

6. Experimentos preliminares com PCR-hibridizacdo com sondas moleculares
“frias” sugeriram que esse pode ser um formato apropriado para utilizagdo em

zonas endémicas.
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As leishmanioses sao enfermidades cansadas por varias espécies de género
Leishmania. Estima-se que ha 12 milhdes de casos no mundo e que aproximadamente 350
milhdes de pessoas estdo sob risco de infecgdn. No Nordeste do Brasil a leishmaniose
tegumentar americana (LTA) ¢ considerada um importante problema de saude publica,
sendo predominantemente causada por L. b. brazifiensis. Utilizamos a abordagem de PCR
com oligonucleotideos que amplificam uma regiio do kDNA especifica para o complexo
Leishmania braziliensis, com o objetivo de avaliar o desempenho desse sistema no diag-
nostico de leishmaniose tegumentar em pacientes provenientes de ireas endémicas de
Pernambuco. As amostras consistiam em DNA purificado de bidpsias cutaneas. Inicial-
mente foi determinado o limiar de deteccio para as nossas condigdes de PCR. sendo
possivel a deteccio de pelo menos 1 fg de DNA total de promastigotas de Leishmania
braziliensis (MHOM/BR/75/M-2903). A reagdo foi realizada em um volume final de 25 ml
contendo Tris HC] 10 mM. KCI 50 mM, gelatina 0,1 mg/mi, MgCl12 1,5 mM, 200 mM de dNTP,
25 proles dos primers e 2.5 U de Taq Polymerase. Foram utilizados 2 mi de cada amostra
contendo DNA, e dos controles positivos e negativos apropriados. A amplificagio consistiu
de 35 ciclos de | minuto cada a 94°C, 65°C e 72°C, precedido de uma desnaturagio inicial de
5 minutos a 94°C. Doze mi dos produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose. Foram estudadas bidpsias cutaneas de 59 individuos (53 com lesdes ativas, 4 com
lesGes cicatrizadas ¢ 2 com lesdes cutdneas de outras etiologias). A amplificagio especifica
da banda diagndstica de 750 pb foi observada em 48 pacientes com lesoes ativas (90.5%).
em | individuo com lesdo cicatrizada, nio havendo detecgio do alve em portadores de
outras doengas cutaneas. No momento estamos ampliando o tamanho das amostras a

serem processadas € analisando alguns padrées de amplificagido atipicos.
Apoio Financeiro: FACEPE
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M23-58 — VALIDATION OF THE USE OF POLYMERASE CHAIN REACTION FOR DIAGNOSING
AMERICAN CUTANEOUS LEISHMANIASIS IN PERNAMBUCO STATE, BRAZIL

Rodrigues. E.1.G.": Brito, M.E.F.': Mendonga. M.G.%: Brandio-Filho, S.P.'; Jardim, M.L3; Albuquerque. M.F.P.M.2:
Fernandes. 0.4 & Abath, F.G.C.!

'Departamento de Imunologia ¢ 2Departamento de Saide Coletiva, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhies/FIOCRUZ.
Recife-PE. *Departamento de Dermatologia. Universidade Federal de Pernambuco, Recife-PE. 4Departamento de
Medicina Tropical. Fundagio Oswaldo Cruz. Rio de Janeiro-RJ

The leishmaniasis are caused by several species of the genus Leishmania. It is estimated that there are 12 million
people infected in the world and approximately 350 million under risk of infection. In Northeast Brazil, American -
* tegumental leishmaniasis is an important public health problem, and is predominantly caused by Leishmania Viannia

braziliensis.

Two PCR based approaches targetting kDNA regions were used with the aim of evaluating the performance of
the systems in the diagnosis of leishmaniasis patients from endemic areas of Pernambuco State, Brazil. Onc PCR
system was specific for the subgenus Viannia (De Bruijn et al., 1993, Tiop. Med. Parasitol. 44:201-207) and the
other genus specific. requiring additional hybridization for the identification of groups of Leishmania (Schubach er
al., 1998, J. Infect. Dis. 178:911-914). The detection limit was 10 fg and 1 pg of L. ¥, braziliensis (MHOM/BR/75/
M-2903) genomic DNA, respectively for the first and second approaches. Ten pl of the amplification products were
analysed by agarosis electrophoresis.
~ With regard to patients with active lesions 53/59 (90%) were positive using the subgenus Viannia specific PCR
whereas 47/59 (79.6%) were positive using the genus specific PCR. One out of 4 patients with healed lesions were
positive by the Fiannia specific PCR. No amplification occurred in patients with cutaneous lesions caused by other
organisms. We are currently comparing the results with other obtained through conventional diagnostic methcc}<
and evaluating if some atypical profiles obtained can be ascribed to intraspecific variation, since these endemic
areas have not been extensively studied before.
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A Leishmaniose tegumentar americana (LTA) é endémica em virias regides do
estado de Pernambuco, constituindo-se em importante problema de satde publica, sendo
predominantemente causada por L. b. braziliensis. Dessa forma, avaliamos através de
PCR a presenga de DNA do parasita em lesdes cicatrizadas. Utilizamos a abordagem de
PCR com oligonucleotideos que amplificam uma regiio do kDNA de 750 pb, especitica
para o complexo Leishmania braziliensis. A reagio foi realizada em um volume final de
25 ul contendo Tris HCI 10 mM, KCI 50 mM, gelatina 0,1 mg/mi, MgCI2 1,5 mM. 0.2
mM de dNTP, 25 pmoles de primers apropriados € 2,5 U de Taq Polymerase. Foram
utilizados 2 ul de cada amostra contendo DNA, e dos controles positivos e negativos
apropriados. A amplificagdo consistiu de 35 ciclos de 1 minuto cada a 94°C, 65°C ¢ 72°C
precedidos de uma desnaturagio inicial de 5 minutos a 94°C. Dez ul dos produtos de
PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose. Foram estudadas as biépsias
cutdneas de cicatrizes em 31 individuos. A amplificagdo especifica da banda diagnéstica
de 750 pb foi observada em 29 pacientes (93,5%). Nio houve detecgdo do alvo em
portadores de outras doengas cutdneas. A possibilidade de leishmanias persistirem em
cicatrizes de pacientes curados clinicamente tem reflexos importantes na epidemiologia.
imunologia e tratamento da doenca, bem como requer um acompanhamento e orientagiio
desses pacientes, apds a cura clinica.
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